Study techniques for the evaluation of DNA damage and itsapplication in animal production by Alvarez Gonçalvez, Cristina Viviana et al.
21
sns N.º 7, enero-marzo de 2015
ISSN 2314-2901 / revistasns@senasa.gov.ar
Cristina Viviana Álvarez Gonçalvez, Flavia Elisa Arellano y Alejo Leopoldo Pérz Carrera
(Instituto de Investigaciones en Producción Animal [INPA - UBA – CONICET], 
Centro de Estudios Transdisciplinarios del agua [CETA – UBA]) - Argentina
TÉCNICAS DE ESTUDIO PARA LA EVALUACIÓN DEL DAÑO AL ADN Y SU 
APLICACIÓN EN LA PRODUCCIÓN ANIMAL
STUDY TECHNIQUES FOR THE EVALUATION OF DNA DAMAGE AND ITS 
APPLICATION IN ANIMAL PRODUCTION
Resumen
Los animales de producción en muchas ocasiones se 
encuentran expuestos a diversos tipos de contaminantes 
de origen natural como antrópico. Se ha comprobado 
que muchos de estos compuestos presentan efectos 
mutagénicos, carcinogénicos y teratogénicos. 
Estudiar el impacto de la exposición de los animales 
a concentraciones elevadas de contaminantes y su 
acumulación en diferentes tejidos y secreciones es 
de suma importancia debido a que podría tener 
implicancias en la salud animal, pérdida de rentabilidad 
para el productor y riesgo para los consumidores. Uno 
de los parámetros que puede estudiarse es el daño 
al ADN. A lo largo de los años se han desarrollado 
numerosas técnicas que permiten evaluar de modo 
directo o indirecto cómo afectan distintas sustancias al 
material genético. Sin embargo, a pesar de que muchas 
de ellas se encuentran ampliamente utilizadas tanto 
para la investigación en células humanas y animales 
así como en clínica humana, su aplicación en el marco 
de la producción animal es más reducida, se centra en 
el estudio de células germinales. El objetivo de esta 
revisión es ofrecer una compilación de técnicas que 
pueden utilizarse para el estudio del daño al ADN, y 
mostrar cómo estas han sido usadas en el ámbito de 
la producción animal para la evaluación del impacto 
de distintas sustancias y otros factores en especies 
tradicionales y no tradicionales.
Palabras clave: producción animal, toxicogenética, 
daño en ADN.
Abstract
Production animals often are exposed to many 
types of natural and anthropogenic contaminants 
origin. Many of these compounds exhibit mutagenic, 
carcinogenic and teratogenic effects. Study the impact 
of the exhibition to high concentrations of pollutants 
and their accumulation in different animals tissues 
and secretions is critical.
 It could have implications for animal health, low 
profitability for producers and risk consumers. One 
of the parameters that can be studied is DNA damage. 
Over the years numerous techniques have been 
developed that allow direct or indirect assessment of 
several substances as affecting genetic material mode. 
However, although many of them are widely used for 
both research on human cells and animal model and 
in human clinical application in the context of animal 
production is reduced by focusing on the study of 
stem cells. The objective of this review is to provide 
a compilation of techniques that can be used to study 
DNA damage, and show how they have been used in 
the field of animal production for assessing the impact 
of different substances and other traditional and 
nontraditional species.
Keywords: animal production, toxicogenetic, DAN 
damage.
Introducción
Los animales de producción en muchas ocasiones se encuentran expuestos a diversos tipos de contaminantes 
tanto de origen natural como antrópico. Se ha comprobado que muchos de estos compuestos presentan efectos 
mutagénicos, carcinogénicos y teratogénicos (Li et al., 2006; Samal y Mishra, 2011; Zhang et al., 2012; Ermler et 
al., 2013; Shekhar et al., 2014; Vulić et al., 2015). Un ejemplo de relevancia en la Argentina es el caso del arsénico 
(As), presente de forma natural en el agua de bebida del ganado en diferentes regiones del país (Pérez Carrera 
et al., 2005). Los efectos y el daño al ADN que los diversos compuestos producen se hallan, en algunos casos, 
bien estudiados. Sin embargo, la mayoría de estas experiencias no se han enfocado en especies de producción 
(bovinos, porcinos, ovinos, caprinos).
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Se hace importante entonces considerar que la 
exposición de los animales a concentraciones elevadas de 
contaminantes y su acumulación en diferentes tejidos y 
secreciones (como la leche) podría tener implicancias en 
la salud animal y, además, ser un riesgo para la persona 
que lo consume (Arellano et al., 2014). Los compuestos 
genotóxicos, por su parte, pueden dañar a los animales 
a corto y largo plazo, lo que se traduce en una baja de 
la producción y sus consecuentes pérdidas económicas. 
Estudiar los efectos de compuestos genotóxicos en los 
animales de producción y evaluar el daño al ADN que 
estos implican es fundamental para ayudar a entender 
la acción de estas sustancias sobre el material genético 
y su relación con distintas alteraciones metabólicas y 
enfermedades, y también como información de base a la 
hora de diseñar estrategias que mejoren la rentabilidad, 
minimizando así los efectos adversos sobre la salud y la 
producción animal.
Para evaluar el impacto de una sustancia sobre la 
salud animal se usan biomarcadores de varios tipos: de 
efecto, de susceptibilidad y de exposición. Los primeros 
indican cuando se producen efectos genotóxicos 
por los xenobióticos y, entre ellos, encontramos el 
grado de daño al ADN. Existen diversos eventos que 
conducen al daño: la exposición a elementos traza 
inorgánicos, diversos procesos fisiológicos durante la 
replicación del ADN por fallos en la actividad de las 
enzimas o por reacciones hidrolíticas, metilaciones no 
enzimáticas y reacciones de óxido-reducción. Se ha 
demostrado, por ejemplo, que las especies reactivas 
del oxígeno (ROS) y las del nitrógeno (RNS) pueden 
conducir a la producción de daños en el ADN (Valko 
et al., 2006). Cualquier elemento traza que produzca 
estrés oxidativo en el organismo podría, en principio, 
perjudicar el material genético. Existen evidencias 
sobre la relación entre algunos elementos traza, a 
los que los animales de producción se encuentran 
expuestos de modo natural, tales como V y As,  y el 
estrés oxidativo (Rana et al., 2010; Deng et al., 2012; 
Dash et al., 2015).
El objetivo de esta revisión es ofrecer una compilación 
de aquellas técnicas que pueden utilizarse para el estudio 
del daño al ADN, y mostrar cómo han sido utilizadas 
en distintas especies tradicionales de producción 
animal, como la porcina, bovina, ovina, caprina, entre 
otras. Se ha tenido en cuenta la complejidad de cada 
una de ellas, sus principales ventajas y desventajas. 
Asimismo, se intentará profundizar en el estudio de la 
genotoxicidad en la producción animal, con especial 
énfasis en los daños al ADN relacionados con elementos 
traza inorgánicos. Conocer más profundamente los 
tipos y la prevalencia de daño al ADN por diversos 
elementos traza que son incorporados con mediante la 
ingesta de alimentos o agua de bebida es esencial para 
comprender los procesos y la influencia del daño de 
origen exógeno en la inducción de enfermedades y su 
relación con la productividad.
Aplicaciones de la genética toxicológica en la 
producción animal 
El estudio sobre el daño al ADN ocasionado por factores 
químicos, físicos y biológicos en células somáticas 
y germinales, que permite entender los procesos de 
mutagénesis, teratogénesis y carcinogénesis, entre 
otros, es de especial interés para la producción animal. 
La Genética Toxicológica es la rama de la ciencia que 
estudia el impacto de los distintos contaminantes y 
su interacción con el ADN (Guachalla y Ascarrunz, 
2003). En el contexto pecuario, este estudio se ha 
centrado principalmente en el análisis de los efectos 
en células germinales, utilizándose frecuentemente 
en el área de reproducción asistida, donde la calidad 
de los espermatozoides usados para inseminar a las 
hembras debe elegirse con sumo cuidado (Rincón 
et al., 2002). Sin embargo, estas técnicas pueden ser 
utilizadas en la evaluación del daño cromosómico en 
células somáticas, relacionado con procesos como la 
carcinogénesis, enfermedades infecciosas, metabólicas, 
etcétera (Picco et al., 2006).
Metodologías para la evaluación del daño al 
ADN
En principio, no todas las estrategias para abordar el 
estudio del daño al ADN son aplicables a todos los 
tipos celulares, pero son de gran utilidad en el momento 
de determinar el impacto de diversas sustancias a las 
cuales se hallan expuestos los animales, brindando así 
información valiosa a la hora de diseñar estrategias y 
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recomendaciones de manejo que permitan maximizar 
la producción, asegurando tanto la sustentabilidad de 
las producciones como la calidad y la inocuidad de los 
alimentos.
A continuación presentamos las principales 
características, ventajas y desventajas de algunas 
técnicas de variado costo y complejidad que pueden 
usarse para evaluar el daño al ADN producido por la 
exposición a diferentes contaminantes en los sistemas 
de producción animal. Asimismo, recopilamos trabajos 
que ejemplifican su utilización en diversas especies 
de producción y evidencian la escasez de estudios y 
aplicación de algunas técnicas en el sector pecuario, 
que son ampliamente usadas en el estudio de los efectos 
de distintas sustancias y agentes en el ser humano.
Test de Azul de Toluidina (AT)
Este test permite detectar daño potencial y 
susceptibilidad a la desnaturalización, al diferenciar 
entre dos empaquetamientos del ADN. Uno con 
histonas, más laxo; y el otro con protaminas, más 
condensado. Se utiliza típicamente para estudios 
espermáticos, ya que durante la maduración de los 
espermatozoides, el ADN se condensa más de lo normal 
gracias a las protaminas. La técnica implica la tinción 
de las células con azul de toluidina y la observación 
de los preparados resultantes en el microscopio óptico. 
El azul de toluidina, un colorante metacromático, 
interacciona con la cromatina, con abundancia de 
lisina, dando lugar a una coloración púrpura o azul 
intensa. En cambio, cuando interacciona con cromatina 
rica en protaminas, la coloración se vuelve azul pálida 
o verdosa (Andreetta et al., 1995).
Si bien directamente la técnica nos habla del nivel de 
compactación del ADN, indirectamente nos da una 
idea de su susceptibilidad  a los daños, dado que los 
espermatozoides con cromatina más laxa podrían 
presentar mayor daño. Esta técnica tiene como ventaja 
su bajo costo y fácil elaboración, y como principal 
desventaja, la baja reproducibilidad y la difícil 
valoración de las coloraciones intermedias. Ha sido 
usada en varias especies de producción tradicional, 
como el caballo (Equus caballus) (Naves et al., 2004; 
Sardoy et al., 2008), el conejo (Oryctolagus cuniculus) 
(Beletti y Mello, 2004) y la vaca (Bos taurus) (Beletti et 
al., 2005), y en especies de producción no tradicional, 
como la llama (Lama lama) (Carretero et al., 2012a; 
Carretero et al., 2012b; Da Luz et al., 2012), el 
guanaco (Lama guanicoe) (Carretero et al., 2010a) y 
la alpaca (Vicugna pacos) (Carretero et al., 2010b). 
Se ha usado también para detectar el daño al ADN 
producido por diversas sustancias y para testear el 
efecto de agentes físicos (Felipe-Pérez et al., 2009). 
En el trabajo realizado por Carretero et al. (2012c), 
la prueba fue aplicada para el estudio de los efectos 
del enfriamiento y de la adición de colagenasa en la 
condensación del ADN de esperma de llama. Se observó 
un aumento en la descondensación del ADN por efecto 
del congelamiento, pero no por la colagenasa. 
Test de Azul de Anilina (AA) 
Es similar al de azul de toluidina tanto en sus ventajas 
y como desventajas. El azul de anilina es un colorante 
de tipo básico que reacciona con los grupos fosfato de 
los ácidos nucleicos (ADN y ARN), los grupos sulfatos 
de los glucosaminoglucanos y los grupos carboxilos de 
las proteínas. Esta tinción discrimina entre las histonas 
ricas en lisina y las protaminas ricas en arginina y 
cisteína, teniendo afinidad por la primera (Dadoune 
et al., 1988), por lo que se puede utilizar para detectar 
defectos en la compactación o inmadurez cromatínica 
(Hammadeh et al., 1996). Este test es utilizado para 
determinar la calidad de los espermatozoides en humanos 
luego de la criopreservación (Hamidi et al., 2014) y en la 
producción avícola durante un proceso de selección de 
semen para la formación de un banco de esperma (Soares 
y Beletti, 2006; Santiago-Moreno et al., 2009). Otro caso 
de estudio, realizado por Ferrari et al. (1998) en bovinos 
evaluó el estado general de los espermatozoides y se 
observó que, a pesar de que los espermatozoides dañados 
tenían similar tamaño a los normales, presentaban una 
alta tasa de deformación de la cromatina compacta. 
En una práctica similar se observó que según el estado 
de condensación de la cromatina espermática se veía 
afectada la fertilidad del toro (de Oliveira et al., 2013).
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Test de Naranja de Acridina (NA) 
Este test se utiliza para evaluar la susceptibilidad del 
ADN a la desnaturalización. El NA es un fluorocromo 
metacromático y puede utilizarse en tinción nativa o 
desnaturalizada. El test se basa en someter a la célula a 
un agente desnaturalizante y posteriormente realizar una 
tinción con NA. El espectro de emisión del fluorocromo 
(verde o naranja) depende del estado de la hebra de 
ADN. Si el colorante se intercala con la doble hélice 
intacta del ADN, emite una fluorescencia verde. En 
cambio, cuando el ADN se encuentra desnaturalizado, 
la unión del fluorocromo con la hebra simple genera una 
fluorescencia naranja (Ortega López et al., 2010). En 
algunos casos, se usa la tinción conjunta con bromuro 
de etidio o ioduro de propidio para analizar viabilidad 
celular y así discriminar entre células apoptóticas, 
viables y necróticas según la coloración adquirida y la 
morfología observada. Al igual que el test de azul de 
toluidina, este test tiene una baja reproducibilidad, ya 
que su aplicación genera la destrucción eventual del 
ADN que conlleva una variación en los resultados a 
medida que pasa el tiempo, y una difícil valoración de las 
tonalidades intermedias (Curti, 2010). Por otro lado, no 
es un ensayo de tan bajo costo como el anterior, debido 
a que  implica el uso de un microscopio de fluorescencia 
o un citómetro de flujo. La ventaja que tiene es que es un 
método relativamente rápido. En la actualidad, se utiliza 
en producción animal principalmente para determinar la 
vitalidad de los espermatozoides aunque aporta limitada 
información de su estado (Ortega Lopéz et al., 2010). 
Este test se ha usado para evaluar la calidad espermática 
previa y posteriormente a la criopreservación tanto en 
bovinos (Martins et al., 2007; Rubio Guillen, 2008; 
Papa et al., 2015), como en equinos (Mosqueira Podestá, 
2012), aves (Senan et al., 2013) y porcinos (González 
Villalobos, 2008). En otros estudios se buscó poner a 
prueba la resistencia a infecciones generadas por agentes 
patogénicos (Rey et al., 2003; Bolívar, 2013).
Test de Cromomicina A3 (CMA3)
La cromomicina es un fluorocromo que es usado tanto 
para teñir el ADN –pues sirve para la confección de 
cariotipos al formar un patrón de bandas R en los 
cromosomas (Fritschi y Stranzinger, 1985)–, como 
para diferenciar el ADN unido a histonas del ADN 
unido a protaminas. La CMA3 se acopla a regiones 
ricas en guanina-citosina del ADN y compite con las 
protaminas por los mismos sitios. Por ello, a mayor 
protaminación del ADN, menor unión de CMA3 y 
menor intensidad en la coloración (Iranpour et al., 
2014). Es una técnica que requiere del uso de un 
microscopio de fluorescencia, cuya aplicación para 
detectar daño potencial en el ADN espermático de 
animales de producción no ha sido muy practicada. Sin 
embargo, se encuentran algunos estudios en toros (Bos 
taurus), aunque no ligados al efecto de una sustancia 
en particular, sino como un estudio de caracterización 
de la viabilidad espermática y en busca de algún tipo 
de deformación en el nivel cromosómico (Simões et al., 
2009; Simões et al., 2013; Satake et al., 2014).
Test de Micronúcleos (MN) 
Los micronúcleos (MN) son pequeños cuerpos esféricos 
formados a partir de material genético que queda 
excluido y no se incorpora correctamente al núcleo, 
quedando así uno de menor tamaño (MN) con relación 
al primario (Fenech, 1993 y 2007; Mudry y Carballo, 
2006). Estos se forman a partir de una ruptura directa 
del ADN, una replicación del ADN defectuosa o la 
inhibición de la síntesis del ADN, originándose así tanto 
a partir de cromosomas enteros rezagados como de 
fragmentos cromosómicos. El aumento de la frecuencia 
de micronúcleos frente a la exposición a un determinado 
agente es un indicador de la genotoxicidad de este. Las 
frecuencias basales de micronúcleos han sido calculadas 
para varios de los vertebrados (De Lemos et al., 2001; 
Cristaldi et al., 2004). El recuento de micronúcleos en 
animales de producción se ha utilizado para evaluar los 
efectos de diversas sustancias como cloruros (Šutiaková 
et al., 2004), benceno (Piešova y Šiviková, 2003), 
bisfenol (Šutiaková et al., 2014), glifosato (Piešova 
2004; Piešova, 2005), endosulfán (Pistl et al., 2001), 
glicerol (Rodas et al., 2008), roxarzona (Zhang et al., 
2012) tebuconazol (Šiviková et al., 2013) o tolifluanida 
(Šutiaková et al., 2006). También se ha usado para 
evaluar alimentos (Saleh y Sarhan, 2007) y matrices 
ambientales (Šutiaková et al., 2000) y para testear el 
daño ocasionado por agentes físicos como la radiación 
(Flores et al., 1996; Hasanbašić y Rukavina, 2007; 
Malladi et al., 2007; Rukavina et al., 2012) y agentes 
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Test de Retardo en Anafase-Telofase (RAT)
Este test permite detectar la inducción tanto de lesiones 
en el cromosoma como de segregación defectuosa 
de este, revelando alteraciones relacionadas con 
aberraciones cromosómicas, anomalías numéricas, 
alteraciones del aparato mitótico, aneuploidías y 
alteraciones en el nivel del centrómero. A diferencia 
de los ensayos en células de la metafase, el costo es 
más reducido y la ejecución, más rápida. Hay que 
tener en cuenta que esta técnica es de baja sensibilidad 
en comparación con el resto. En un estudio para 
determinar los efectos del uso de antiparasitarios en 
cultivos celulares de ovario de hámster y linfocitos de 
sangre humana, esta técnica en complementación con 
el test de MN, demostraron que en concentraciones 
de dosis normales para Tiabendazol, Metronidarol 
y Mebendazol aumenta el daño en el material 
genético de los organismos expuestos (Mudry et al., 
1995). Es importante destacar que, en la búsqueda 
bibliográfica, no encontramos que se haya aplicado en 
el país, en producción animal, a pesar de los beneficios 
mencionados.
Test de Intercambio de Cromátidas Hermanas (ICH) 
Este ensayo es de gran importancia para evaluar la 
inestabilidad cromosómica (Maravilla-Galván et al., 
2001), la inducción de ICH es distinta de aberraciones 
genéticas por exposición a genotóxicos, presentando 
así mayor sensibilidad frente a determinados agentes 
químicos (Lampurlanés y Hernández Malo, 1995). 
Este test consiste en la obtención de cromosomas 
con cromátidas químicamente diferentes por medio 
de la incorporación in vitro de una base análoga a la 
timidina, la bromodoxina-uridina (brdU), que unida 
a algún fluorocromo o colorante puede ser detectada 
mediante el uso de microscopía (Maravilla-Galván 
et al., 2001). El aumento de la frecuencia del ICH nos 
indica un incremento en la inestabilidad cromosómica 
(Lampurlanés y Hernández Malo, 1995). También ha sido 
utilizado en pruebas citogenéticas aplicadas al control de 
alimentos de origen animal (ovino, bovino y porcino). Se 
observó en varias manadas de ovejas expuestas a altos 
niveles de dioxina en sus zonas de pastoreo un alto nivel 
de ICH (Udroiu, 2007).
biológicos como virus (Elston y Stenkvist, 1965). 
Asimismo, se empleó para la evaluación in vitro del 
efecto del glifosato sobre los linfocitos bovinos (Piešova, 
2004). Se observaron elevaciones significativas en la 
inducción de micronúcleos tras la exposición de las 
células a dosis de 280 μmol.l-1 y 560 μmol.l-1. Además, 
se observó que el tratamiento con glifosato durante 48 
horas indujo una disminución en los porcentajes de 
células mononucleadas y un aumento de los porcentajes 
de las células bi-, tri- y tetranucleadas en comparación 
con tratamientos de 24 horas de duración.
Test de Aberraciones Cromosómicas (AC)
Este test se utiliza para detectar alteraciones numéricas 
o estructurales, determinando si hay un efecto 
clastogénico y/o aneunógeno en el agente estudiado. Es 
normal confundir aberraciones cromosómicas o retardo 
de anafase con el test  de intercambio de cromátidas 
hermanas (ICH), si bien este tipo de alteración puede 
generar variación en el índice mitótico (IM) o índice de 
fases (IF). Estas clases de test nos permiten diferenciar 
entre pequeñas deleciones o fragmentos cromosómicos 
dañados (ICH) y anomalías estructurales cromatídicas o 
cromosomales (AC), tales como huecos o roturas en los 
cromosomas (Udroiu, 2007, Arencibia Arrebola et al., 
2010): Se trata de un test muy utilizado en la medicina 
para el estudio del cáncer por exposición a diversas 
fuentes de contaminación (Arencibia Arrebola et al., 
2010). Un ejemplo estudiado en linfocitos porcinos 
con alto porcentaje de AC en zonas fabriles menciona 
que podría resultar útil como marcador ambiental 
(Udroiu, 2007). En otro trabajo (Shekhar et al., 2014) 
se aplicó para determinar el impacto del As sobre los 
cromosomas de bovinos afectados en el este de Bengala. 
Los resultados de esta investigación reportaron la 
existencia de efectos genotóxicos y variación en los 
largos relativos de los brazos cromosómicos de los 
pares 1, 2 y 3, aunque no se evidenció diferencia en el 
número de cromosomas, la razón de brazos o el índice 
centromérico. Esta experiencia muestra la utilidad de 
los exámenes citogenéticos para el monitoreo y estudio 
del impacto real de la exposición del ganado a diferentes 
sustancias y factores que pudieran afectar de manera 
directa o indirecta al ADN.
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Ensayo TUNEL
El ensayo de marcación del extremo terminal con dUTP 
por medio de la deoxinucleotidil transferasa, más 
conocido como TUNEL, permite identificar daño real 
en la hebra de ADN. La técnica se basa en la adición 
de una deoxiuridina marcada con un fluorocromo 
al extremo 3’-OH de la cadena afectada. La señal se 
incrementa a mayor número de roturas en la cadena 
de ADN (Negoescu et al., 1996 y puede llevarse a cabo 
tanto por citometría de flujo como por fluorescencia 
(Darzynkiewicz et al., 2008; Loo, 2011). El ensayo 
TUNEL fue utilizado en células de diferentes especies 
de producción para detectar el daño al ADN producido 
por sustancias inorgánicas, orgánicas y otros factores. 
Un caso estudiado por Zhan et al. (2006) demostró que 
la exposición crónica a fluoruros es perjudicial para la 
estructura y funcionamiento de los riñones en cerdos. 
Otros ejemplos corresponden al efecto inmunotóxico y 
genotóxico del arsénico en cabras (Patra et al., 2013). 
Otros casos han estudiado el nonifenol (Ergün et al., 
2014), manganeso (Shao et al., 2012), selenio (Liu et 
al., 2014), cadmio (Li et al., 2013), y factores físicos 
tales como la hipotermia (Gong et al., 2013). 
Ensayo de ISNT (In situ nick translation) 
Esta técnica –junto a otras– es utilizada principalmente 
en reproducción asistida para el análisis de la 
fragmentación del ADN espermático. Se basa en 
la utilización de enzimas exógenas que permiten 
incorporar porciones de nucleótidos específicas y así 
reconocer células cuyos núcleos están en estado de 
necrosis (Manicardi et al., 1998; Portella y Soledad, 
2011), mediante el uso de microscopia fluorescente. 
Es aplicada en la determinación de células somáticas 
apoptóticas (Salas, 2001) y de vitalidad espermática 
para reproducción asistida, tanto en humanos como 
en bovinos (Portella y Soledad, 2011, Nava-Trujillo 
et al., 2012). También se han realizado estudios 
en alpaca para la evaluación de la integridad de los 
espermatozoides luego de la criopreservación (Santiani 
et al., 2012), entre otros.
Ensayo Cometa 
El ensayo cometa o electroforesis de una sola célula 
se lleva a cabo mediante la inclusión de los distintos 
tipos celulares en un microgel de agarosa situado 
sobre un portaobjetos y aplicándoles una lisis 
alcalina. Los núcleos se someten a electroforesis y se 
tiñen generalmente con bromuro de etidio. El ADN 
fragmentado avanza por acción del campo eléctrico y 
ofrece una imagen similar a la cola de un cometa que 
puede ser observada por microscopía de fluorescencia. 
Las células que no presentan fragmentación, no 
generan esta imagen (HUMANA, 2007). Es un test de 
alta sensibilidad que detecta muy bajos niveles de daño 
en el ADN, requiere un bajo número de células, es 
rápido y fácil de aplicar. Entre las desventajas podemos 
mencionar que no diferencia roturas de una cadena 
simple de las dobles, y también detecta sitios alcalinos 
lábiles, crosslinkings, etcétera. Este estudio es muy 
utilizado en reproducción asistida para determinar 
la viabilidad de los espermatozoides, además resulta 
habitual para la evaluación de diversos agentes 
(físicos o exposición a xenobióticos) en los distintos 
tipos celulares, tanto en producción animal de tipo 
tradicional (Rodrigo et al., 2005; Udroiu, 2007), como 
no tradicional (Carretero et al., 2012b). Un caso de 
estudio desarrollado en la Argentina es la evaluación 
del daño al ADN asociado al contenido de arsénico 
urinario en una población de jóvenes expuesta a la 
sustancia por el agua de bebida (Novani et al., 2006). 
Los resultados mostraron que la población estudiada 
presentaba mayor probabilidad de desarrollar 
patologías relacionadas con este elemento. Otro caso 
de estudio sobre As en la Argentina es el realizado 
por Hick et al. (2007), en el que se compararon dos 
poblaciones de individuos expuestos a distintos niveles 
de As por el agua de bebida, una de la provincia de 
Santiago del Estero y otra de la Santa Fe, cuyos 
resultados demostraron que la población que se hallaba 
expuesta a este elemento presentaba mayores casos de 
células de mucosa y sangre con daños en el ADN. 
DBD-FISH
La técnica de DBD-FISH (Double) permite detectar 
y cuantificar las roturas de ADN y los sitios alcalino 
lábiles en células individuales (Cortés-Gutiérrez et 
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al., 2014a). Se basa en la detección y cuantificación 
de roturas en todo el genoma y también en secuencias 
específicas del ADN (Fernández y Gosálvez, 2002). 
Puede realizarse asociada al ensayo Cometa en el 
estudio de las hebras de ADN en doble hélice o bien 
desnaturalizadas en todo tipo de celulas (Fernández et 
al., 2001). En producción animal, se utiliza en estudios 
de calidad espermática en ovinos (Cortés-Gutiérrez, 
2008; Dávila-Rodríguez et al., 2008) y equinos (Cortés-
Gutiérrez et al., 2014b). También se usó en el estudio 
de calidad reproductiva en Lama lama (Carretero et 
al. 2012b).
SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay)
Evalúa la susceptibilidad del ADN al someter la 
hebra a desnaturalización luego de la tinción con 
NA y dependiendo de si la hebra es bicatenaria 
o monocatenaria emite una fluorescencia distinta 
(verde o naranja, respectivamente). Las células son 
discriminadas en un citómetro. Este test es muy 
utilizado en producción bovina (Evenson et al., 1993; 
Bochenek et al., 2001; Boe-Hansen et al., 2005) y en 
otras especies de animales de producción no tradicional 
como el venado (Garcia-Macias et al., 2006). Otro 
caso de utilización es para el análisis de las células 
germinales de toros, como consta en el trabajo de 
Carreira (2012), en el que se evaluó el daño al ADN 
causado por radicales libres en función de la edad de 
los animales y la susceptibilidad a la desnaturalización 
de la cromatina mediante los ensayos SCSA, NA y 
TUNEL. Los resultados mostraron que los ejemplares 
más jóvenes presentaban una mayor calidad 
espermática, seguidos por el grupo de animales adultos 
y, finalmente, una disminución en la calidad para el 
grupo senil. Respecto de la integridad de la cromatina, 
los resultados indican que los grupos jóvenes y seniles 
son más susceptibles a daños de doble cadena de 
ADN, aunque no por las mismas causas. En el caso 
de los jóvenes este sería por efecto de la deficiencia 
de protamina, mientras que en los animales ancianos 
sería causado por el ataque de radicales libres.
Test SCD (Sperm Chromatin Dispersion) 
Esta técnica nos permite diferenciar entre los 
espermatozoides cuya cromatina está condensada 
e intacta de los que tienen su ADN fragmentado. 
Consiste en producir una descondensación diferencial 
de la cromatina, mediante un tratamiento ácido 
seguido de una desproteinización. Como resultado, 
los espermatozoides con ADN intacto dan lugar a 
grandes halos de dispersión que corresponden a bucles 
de ADN, mientras que aquellos con fragmentación no 
(Humana, 2007). Este tipo de test ha sido utilizado 
en camélidos (Carretero et al., 2012a, Carretero et al., 
2012b), bovinos (Acuña et al., 2001; Vieytes et al., 
2005; Nava-Trujillo et al., 2011), ovinos (Rodríguez 
et al., 1985, Nezhad et al., 2013) y también en 
producción avícola (Soares y Beletti, 2006). Además, se 
han realizado algunos estudios en conejos para evaluar 
la evolución morfológica de los espermatozoides 
posterior a la criopreservación (Beletti y Mello, 2004). 
Este test tiene alta especificidad para la evaluación de 
la calidad espermática y es utilizado en diversos tipos 
de animales de producción tradicional y no tradicional.
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Metodología Ventajas Desventajas Costo Observaciones Ejemplo de uso 
en animales de 
producción
Test de Azul de 
Toluidina (AT)
Metodología 
simple
Baja 
reproducibilidad
Bajo Microscopio de 
campo claro
Sardoy et al., 2008;
Beletti et al., 2005;
Carretero et al., 
2012a
Test de Azul de 
Anilina (AA)
Metodología 
simple
Baja 
reproducibilidad
Bajo Microscopio de 
campo claro
Soares y Beletti, 2006; 
Santiago-Moreno et 
al., 2009; 
de Oliveira et al., 
2013
Test de Naranja 
de Acridina (NA)
Metodología 
simple
Baja 
reproducibilidad
Interpretación 
subjetiva
Medio Microscopio de 
fluorescencia.
Citometría de flujo.
No distingue entre 
pacientes fértiles e 
infértiles
Rubio Guillen, 2008;
Senan et al., 2013
González Villalobos, 
2008;
Martins et al., 2007
Test de 
C r o m o m i c i n a 
A3 (CMA3)
Metodología 
simple
Baja 
reproducibilidad
Medio Microscopio de 
fluorescencia.
Citometría de flujo
Simões et al., 2009;
Simões et al., 2013
Test de 
M i c r o n ú c l e o s 
(MN)
Metodología 
simple.
Validado 
mundialmente.
Indicador 
indirecto 
de rotura 
cromosómica
Sólo para células 
proliferativas. 
Se necesita conocer 
cinética de división 
celular
Bajo Microscopio de 
campo claro
Šutiaková et al., 
2014;
Zhang et al., 2012;
Šiviková et al., 2013
Test de 
A b e r ra c i o n e s 
Cromosómicas 
(AC)
Metodología 
simple
Requiere 
observador 
experimentado
Bajo Microscopio de 
campo claro
Udroiu 2007;
Shekhar et al., 2014
Test de Retardo 
en Anafase- 
Telofase (RAT)
Metodología 
simple
Requiere 
observador 
experimentado.
Baja sensibilidad
Bajo Microscopio de 
campo claro
Mudry et al., 1995
Test de 
I n t e r c a m b i o 
de Cromátidas 
Hermanas (ICH)
Metodología 
simple
Requiere 
observador 
experimentado.
Bajo Microscopio de 
campo claro
Udroiu, 2007
TUNEL Metodología 
validada.
Detecta daño 
directamente
Baja 
reproducibilidad.
Requiere operador 
experimentado
Alto Microscopio de 
fluorescencia.
Citometría de flujo
Patra et al., 2013;
Zhan et al., 2006;
Shao et al., 2012
In situ nick 
translation assay 
(ISNT)
Detecta daño 
directamente.
Baja 
reproducibilidad.
Requiere operador 
experimentado
Microscopio de 
campo claro. 
Microscopio de 
fluorescencia.
Citometría de flujo
Nava-Trujillo et al., 
2012;
Santiani et al., 2012
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Ensayo Cometa 
Requiere bajo 
número de 
células.
Células 
proliferativas y 
no proliferativas
Baja 
reproducibilidad.
Técnica laboriosa.
Requiere 
observador 
experimentado.
No detecta efectos 
aneugénicos.
No estandarizado
Cuba de electroforesis.
Microscopio de 
fluorescencia.
Provee información de 
células individuales
Rodrigo et al., 2005;
Udroiu, 2007;
Belleti y Mello, 2009
DBD-FISH Evalúa el daño 
en células 
individuales 
in situ, en 
secuencias 
específicas de 
DNA
Técnica laboriosa.
Requiere operador 
experimentado
Alto Microscopio de 
fluorescencia.
Citometría de flujo
Dávila Rodríguez, 
2008;
Cortés Gutiérrez, 
2012;
Carretero et al., 
2012b
S p e r m 
C h r o m a t i n 
Structure Assay 
(SCSA)
Utilidad clínica Baja 
reproducibilidad.
Requiere operador 
experimentado
Citometría de flujo Boe-Hansen et al., 
2005;
Bochenek et al., 2001;
García-Macias et al., 
2006
S p e r m 
C h r o m a t i n 
Dispersion Test 
(SCD)
Metodología 
simple.
No se necesita 
medir color o 
intensidad de 
fluorescencia
Baja 
reproducibilidad.
Interpretación 
subjetiva
Microscopio de 
fluorescencia.
Microscopio de 
campo claro
Carretero et al., 
2012a;
Soares y Beletti, 2006
Nava-Trujillo et al., 
2011
Tabla 1: Comparación de las principales características de las técnicas mencionadas y ejemplos de su utilización en especies de producción pecuaria.
Consideraciones finales
La presencia de compuestos nocivos en la dieta de los animales de producción representa un importante factor 
de riesgo para la salud humana por una posible transferencia de contaminantes a los productos de consumo. 
Además de la detección de las concentraciones de esas sustancias en los productos animales, los ensayos 
citogenéticos pueden representar un método útil para evaluar sus efectos (Udroiu, 2007). En este contexto, es de 
vital importancia el uso de estas técnicas para evaluar el impacto que pueden tener distintas sustancias presentes 
en el ambiente, como medicamentos (Chinelato y Froes, 2002), plaguicidas (Pistl et al., 2001; Piešova y Šiviková, 
2003; Ermler et al., 2013), desechos de fábricas o curtiembres (Piešová, 2004; Udroiu, 2007) o incluso la 
exposición a elementos traza de origen natural u antrópico, como el arsénico, selenio, vanadio, etcétera (Udroiu, 
2007, Rana et al., 2010; Patra et al., 2013; Dash et al., 2015) sobre las especies, sobre las que se pueden observar 
cambios cromosómicos, tanto en células somáticas como en células germinales. Estos factores pueden incidir de 
manera sustancial en la productividad (Cortés-Gutiérrez et al., 2014) por la formación de células carcinogénicas 
o aberraciones cromosómicas y por la disminución de la fertilidad. Por esto, los ensayos toxicogenéticos pueden 
ser utilizados como instrumentos de baja complejidad técnica para supervisar la productividad y los alimentos 
de origen animal, con la ventaja de poder observar los efectos toxicológicos producidos por los distintos tipos de 
xenobióticos o elementos traza inorgánicos antes de la aparición de patologías en los ejemplares. 
Si bien los estudios detallados tienen una amplia variedad de aplicaciones, en las últimas décadas, su uso se 
ha acotado principalmente al perfeccionamiento de la filogenética. Esto se debe a la continua búsqueda de 
perfeccionar las especies según la finalidad con la que se las cría para mejorar la calidad de la leche, la carne 
o, simplemente, en busca del espécimen con mayor rapidez o agilidad (Acuña et al., 2001; Beletti et al., 2005; 
Carretero et al., 2012a).
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